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New non-A, non-B hepatitis (NANBH) -associated DNA comprises a 
specified 4998bp sequence (reproduced in the specification) or its 
functional equiv. or fragments. Also new are proteins (I) encoded by 
the above DNA, 

A faecal sample from a patient with NANBH is suspended in buffer, 
centrifuged, the supernatant filtered sterile and pptd. with 
polyethylene glycol T The ppte. is incxabated with RNase and DNase, then 
applied to a CsCl density gradient. The sepd. fractions were tested for 
presence of NANBH-associated substance by reaction with polystyrene 
beads coated with iodine-125 labelled IgG from a patient recovering 
from NANBH infection. 

The active density fraction (1.29-1.32 g/1) was incubated with 
protease K, protein removed and DNA pptd. This was dissolved in buffer 
and incubated with Klenow polymerase, dATP, dTTP, dGTP and 32P-labelled 
dCTP, then enzyme inactivated and the reaction mixt. ligated with a 
phosphorylated EcoRI linker, forming a cloning vector. Alternatively, 




k * 

the radiolabelled DNA prepd. above is ligated with EcoRI -digested 
lambda phage 1149; the incubation mixt. packaged in phage envelopes and 
the packaged phages used to infect E. coli NM514. Analysis of the 
transformants by hybridisation indicated the presence, in the phage, of 
inserts of 0.3-1.5 kb. One fragment, 0.45 kb, was removed with EcoRI, 
purified and then subcloned in pUC19, and the recombinant used to 
transform E.coli DHl . 

USE - The DNA is useful (a) as hybridisation probes for diagnosing 
NANBH (by analysis of faeces, blood, liver tissue etc.); (b)' for 
expressing (I) in suitable vectors, and (c) in the construction of 
synthetic viruses. (I) are useful in vaccines and as immunological 
diagnostic reagents. Bui. 5/7. 2. 9 

EP 279460 A ^ 

New non-A, non-B hepatitis (NANBH) -associated DNA comprises a 
specified 4998bp sequence (reproduced in the specification) or its 
functional equiv. or fragments. Also new are proteins (I) encoded by 
the above DNA. 

A faecal sample from a patient with NANBH is suspended in buffer, 
centrifuged, the supernatant filtered sterile and pptd. with 
polyethylene glycol. The ppte. is incubated with RNase and DNase, then 
applied to a CsCe density gradient. The sepd. fractions were tested for 
presence of NANBH- associated substance by reaction with polystyrene 
beads coated with iodine-125 labelled IgG from a patient recovering 
from NANBH infection. The active density fraction (1.29-1.32 g/1) was 
incubated with protease K, protein removed and DNA pptd. . This was 
dissolved in buffer and incubated with klenow polymerase, dATP, dTTP, 
dETP and 32P-labelled dCTP, then enzyme inactivated and the reaction 
mixt. ligated with a phosphorylated ECORI-linker, forming a cloning 
vector. 

USE/ADVANTAGE - The DNA is useful (a) as hybridisation probes for 
diagnosing NANBH (by analysis of faeces, blood, liver tissue etc.); (b) 
for expressing (I) in suitable vectors, and (c) in construction of 
synthetic viruses. (I) are useful in vaccines and as immunological 
diagnostic reagents . 



Europalsches Patentatnt 

European Patent Office © VerSffentlichungsnummer: 0 279 460 

Office europten des brevets A1 



® EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 

® Anmeldenummer: 88102469.9 © int CI.*: C12N 15/00 , A61 K 39/29 , 

^ C12Q 1/68 .G01N 33/576 

@ Anmeldetag: 19.02.88 



^ Prioritat: 20.0Z87 DE 3705512 


© Anmelder Seellg, Renate, Dr. 


24.12.87 DE 3744242 


Kriegstrasse 99 


@ Veroffentiichungstag der Anmeldung: 


D-7500 Karisrul7e(DE) 




24.08.88 Patentbiatt 88/34 


Anmelder Seeilg, Hans Peter, Prof, Or. 


© Benannte Vertragsstaaten: 


Kriegstrasse 99 


D-7500 Karlsruhe(DE) 


AT BE CH DE ES PR GB QR IT U LU NL SE 






Anmelder Burctchardt, Jean, Dr. 




•vfiegssTrasse 99 




D-7500 Karlsruhe(DE) 




@ Erfinder Seellg, Renate, Dr. 




Kriegstrasse 99 




D-7500 Kartsruhe(DE) 




Erfinder Seelig, Hans Peter, Prof. Dr. 




Kriegstrasse 99 




D-7500 Karlsruhe(DE) 




Erfinder Burcffhardt, Jean, Dr. 




Krfegsstrasse 99 




D-7500 Karlsruhe(DE) 




® Vertreter Deufei, Paul, Dr. et al 




PatentanwWe MUiier-Bor6, Deufei, Sch5n, 




Hertel, Lewald, Otto isartorplatz 8 Postfach 




26 02 47 




D-8000 IVIUnchen 26(DE) 



© VIrusantlgen, Verfahren zu seiner Gewlnnung und Anwendung In Diagnose und Therapie 
^ (Impfstoff). 

• O® Die Erfindung betrifft sine Non-A.Non-B-Hepatitis produkte zu liefem. 
JO^soziierte DNA von etwa 5 KB, ein Verfaliren zur 
"Herstellung derselben nach an sich bekannten Me- 
Othoden und die Verwendung dieser DNA odor von 
J^Fragmenten davon zur Diagnose von Non-A.Non-B- 

Hepatltis sowie zur Synthase von Proteinen zur Er- 
Ozeugung von immunologischen Roagentien fGr den 
Q^Nachweis von Non-A.Non-B-Hepatitis Oder zur Er- 
lUzeugung von Vaccinen. Die DNA und Fragmente 

derselben konnen geklont und auch in geeignete 

Vektoren eingesetzt werden. um Virusexpressions- 
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Virusantigen, Verfahren zu seiner Gewtnnunei und Anwendung In Diagnose und Theraple (Impfstoff) 



Non-A, Non-B-Hepatitiserkranl<ungen sind in 
der Uteratur ausfuhriich und zafilreich beschneben. 
Ebenso bel<annt sind aber die Sctiwterigkeiten der 
Erfassung des NANBH-Virus und Nacliweis der 
f<ranl(lieit 

Es wurden nun aus dem Stuiil von Non-A, Non- 
B-Hepatitispatienten Partilcel isoliert und bezQglich 
iiires i\^olelajlargewiclits und iiirer Beschiaffenhieit 
charakterisiert sowie ein (viacliweisverfahren auf das 
Vorhanden sein solcher Parttkei gefunden und der 
Nacfiweis dieser Partikel zur Diagnose des Voriie- 
gens einer Non-A, Non-B-Hepatitis bei ieberkran- 
ken Patienten angewandt 

Aus dan aus dem Stuiil isotierten Partikeln 
wurde DNA isoliert und nacli hierkommlichen Me- 
Uioden kloniert* Die so erhaltenen klonierten DNA- 
Strange wurden zum Nachweis des Vorliegens 
homologer Oder selir ahniiciier DNA wiederum im 
Stuhl, Serum, Lebergewebe und Korp- 
erflussigkeiten von leberkranken Patienten verwen- 
det, bei denen auf diesem Wege eine Non-A, Non- 
B-Hepatitis mit hinreichender Waiirsciieinlichkeit di- 
agnostiziert werden kann. 

Die Erfindung betrifft also zusammengefaBt die 
Isolierung Non-A. Non-B-Hepatitis-assoziierte Parti- 
kel, deren DNA sowie das Kionieren von DNA und 
die Verwendung sowohl dieser Partikel als auch 
der erhaltenen DNA-KIone zur Engrenzung von 
Lebererkrankungen auf das Vorliegen einer Non-A. 
Non-B-Hepatitis. Weitere Aspekte der Erfindung lie- 
gen in der Entwickiung von erwelterten Nachweis- 
verfahiren und schlieiSiich auch Impfstoffen auf Ba- 
sis der zu erhaitenden. Antikorper und durch Syn* 
these synthetischer Peptide mit der Sequenz der 
Partikel, die diesen Virusproteinen entspricht und 
die sich aus der Sequenz der klonierten DNA vor- 
hersagen lafit. 

Aus den Stuhlproben Non-A, Non-B-Hepatitis 
erkrankter Patienten wurde eine Substanz isoliert, 
die sich signifikant ge hauft im Stuhl solcher Non- 
A-Non-B-Hepatitis-Patienten findet, dagegen bei 
gesunden, sowie bei Patienten mit Lebererkrankun- 
gen anderer Genese in signifikant geringerem Aus- 
ma6 findet. En Verfahren zum Nachweis dieser 
Substanz wurde entwickelt, worin Polystyrolbeads 
mit verdunntem Serum von Non-A, Non-B- 
Hepatitis-Rekonvaleszenten beschichtet werden. 
Die gewaschenen beads werden dann mit einer 10 
%-igen Stuhisuspension eines zu untersuchenden 
Probanden inkublert, wobei evti. vorhandene Non-A 
-Non-B-Hepatitis assoziierte Substanz an die in 
dem Rekonvaleszentenserum enthaltenen, an die 
Polystyrolkugein gebundenen Antikorper gegen 
diese Substanz bindet und so immobilisiert wird. 
Die Bindung der Non-A, Non-B-Hepatitis assoziier- 



ten Tellchen kann nachgewlesen werden durch 
Bindung von menschiichem IgG wiederum aus ^ 
Rekonvaleszentenserum von Non-A-Non-B- 
Hepatitis-Patienten. das mit Jod 125 radioaktiv ^ 

5 markiert ist. Bei Vorliegen der Non-A. Non-B- 
Hepatitis-assoziierten Substanz im Stuhl des Pro- 
banden wird radioaktives Immunglobulin an diese 
gebunden und das entsprechende Signal zum 
Nachweis venwendet. 

10 Bei Verwendung dieses Nachweisverfahrens 
far die Hepatitis-Non-A-Non-B-assozlierte Substanz 
in groflen Kollektiven von Patienten mit Leberer- 
krankungen unterschledlicher Genese zeigte es 
sich. 6aB diese Substanz hochsignifikant gehauft 

IS bei Patienten mit gesicherter Hepatitis Non-A. Non- 
B im Stuhl nachweisbar ist (s. Tabelie 1). Bel 
Patienten mit anderen Lebererkrankungen. bei 
denen eine Non-A. Non-B-Hepatitis eher unwahr- 
scheinlich ist. die teilweise in ihrem klinischen Bild 

20 jedoch einer akuten oder abgeiaufenen Non-A, 
Non-B-Hepatitis ahnein konnen. insbesondere auch 
bei Patienten mit einer akuten unabgelaufenen 
Hepatitis A oder B fand sich dagegen nur in 
auflerst wenigen Fallen die Non-A, Non-B- 

25 Hepatitis-assoziierte Substanz (s. Tabellen 2 und 
3). Hieraus ergibt sich, dafi das Vorliegen dieser 
Substanz einen deutlichen Hinweis auf die 
Atiologie einer zunachst unbe kannten, 
entzUndlichen Lebererkrankung liefem kann. und 

30 dai3 der Nachweis dieser Substanz daher eine 
Untersuchung von hohen diagnostischem Wert 
zum Nachweis oder Ausschlud des Vorliegens ein- 
er Non-A. Non-B-Hepatif s liefern kann. 

Die mit der Non-A. Non-B assoziierte Substanz 

35 weist somit eine hohe Affinitat gegenOber men- 
schlichen Immungiobulinen und Fibronectin sowie 
dessen nicht koitagenbindenden Spaltprodukten 
auf. Die Bindung an Fab-2-Bruchstacke aus dem 
IgG gesunder und Hepatitis Non-A, Non-B-rekonva- 

40 leszenter Personen spricht gegen eine unspezifi- 
sche Bindung der assoziierten Substanz an dem 
Fc-Teil der Immunglobuline. Die hohe Affinitat ge- 
genOber Rbronectin und dessen nicht koHagenbin- ^ 
denden Spaltprodukten ist eine Eigenschaft. die 

45 diese Substanz mit antigenen Proteinen anderer . 
VIren gemeinsam hat (Seelig und Mitarbeiter 
1983). Behandlung mit organischen Ldsungsmittein 
(Chlorofonm. Ather) und mit Hitze (70**C. 10 min.) 
zerstort die Bindungsaffinitat der Non-A, Non-B 

so assoziierten Substanz nicht. Wahrend die Ver- 
dauung mit Chymotrypsin. Trypsin. Elastase und 
Neuraminidase keinen GnfluO auf die 
Bindungseigenschaften der Substanz zeigt, fUhrt 
die Verdauung mit Papain zu einem vollstandigen 
und schnellen Verlust der Bindungsaffinitat. 
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Nach Zontrifugation bei 150.000 g, 2 Std.. IMflt 
sie sich Im Sediment nachweisen und stellt sich 
nach 72-standiger Laufzeit bei einer Drchte Von 1 ,3 
(1.29 - 1.32) g/ml casiumchiorid ein. Nach Auftren- 
nung der bei 1,30 g/nni Caslumchloridbandenden 
Fraktion Gber eine Gradienten-Polyacrylamidgel- 
Elektrophorese werden in der Silberfarbung mehre- 
re Bande unterschiedlichen Molekulargewichts dar- 
gestelit. Nach Transfer auf Nitrocellulose lassen 
sich im Western-Blot mit radioaktiv markierten IgG 
und Fab-2-Fragmenten von Non-A, Non-B 
Hepatitis-Patienten und gesunden Probanden 
Bande darstellen. die bei Extraktion gesunder Kon- 
trollstOhle nicht auftreten. Insgesamt werden 4 Ban- 
den dargesteilt. zwei gut sichtbare Hauptbande mit 
einem geschatzten iVIolekuiargewicht von ca. 
64.000 und 56.000 sowie zwei schwSchere Bande 
mit einem geschatzten iVJolekulargewicht von 
51.000 und 43.000. Die Banden mit Fab-2- 
BruchstOcken sind schwacher und zeigen einen 
hoheren Background. Die Auftrennung von Roh- 
stuhlkonzentraten ohne Casiumchlorid-Reinigung 
nach SDS-Page und Blotting zeigten in positiven 
StUhien die beiden Hauptbande mit einem un- 
gefMhren Molekulargewicht urn 60.000. 

Bei weiterer Analyse der Non-A, Non-B- 
Hepatitis-assoziierten Partikel tiefi sich DNA isolie- 
ren und mit herkiJmmlichen IVIethoden In Fragme- 
nten klonieren. DIese klonierten DNA-Fragmente 
aus dem Stuhl von Non-A, Non-B-Hepatitis-Patie- 
nten konnten als DNA-Sonden fOr die Untersu- 
chung des Stuhls. Serums. Lebergewebe und 
KorperflGssigkeiten sowie Blutkonserven und Plas- 
maderivaten anderer Patienten mit Verdacht auf 
das Voriiegen einer Non-A, Non-B-Hepatitis ver- 
wendet werden. Mit den klassischen Hybridisie- 
ruhgsverfahren laflt sich so zeigen. ob in den unbe- 
kannten StOhlen DNA vorliegt deren Sequenz der 
Non-A. Non-B-Hepatitis-assoziierten DNA der erhai- 
lenen Klone so ahnlich ist, dafl sich ein Hybridisie- 
rungssignai zeigt Mit diesem weiteren Nachweis- 
verfahren fOr Hepatitis Non-A, Non-B-assoziierten 
DNA-Sequenzen konnten dann Proben von Proban- 
den untersucht werden auf das Voriiegen von Non- 
A. Non-B-Hepatitis-assoziierter DNA. Die bisherigen 
Ergebnisse legen nahe. daiS es sich bei der Non-A. 
Non-B-Hepatitis-assoziierten Substanz um ein Vioi- 
spartikel handelt und da/S es sich bei der isoiierten 
DNA-Sequenz um eine Sequenz einer Virus-DNA 
handelt wie das Aufschluflverfahren einerseits und 
andererseits die Sequenz seibst zeigen. 

Die folgenden Beispiele edMutem die Erfin- 
dung. 



Beispiel 1 



Isolierung der Non-A-Non-B-Hepatitis assoziierten 
Substanz aus PatientenstuhL 

Ven/vendeter Puffer : Tris-HCI. pH 7,4; 0.05 N in 
5 alien Arbeitsschritten 



a) Aufarbeitung: 

TO 0.5 g Stuhl werden in 10 ml Puffer suspendiert. 
bei 8.000 g zentrifugiert und der Oberstand gesam- 
melt. Der RGckstand wird noch einmal mit 10 mi 
und anschlieflend mit 5 ml Puffer ausgewaschen. 
Die gesammelten Oberstande werden zentrifugiert 

75 (30 min.. 10.000 rpm) und durch ein bakteriendich- 
tes Filter filtriert (Miilipore 0.22 um). Der Oberstand 
wird mit PEG 6000 (Endkonzentration 10% bzw. 
0,4 moi/l) prSzipitiert Nach mindestens 2 und 
h5chstens 12 Stunden wird das PrMzipitat abzentri- 

20 fugiert und in 10 ml Puffer gel3st. Diese L6sung 
wird mit 10 ml Freon ausgeschOttelt. die Phasen 
durch Zontrifugation getrennt, die Freonphase noch 
einmal mit 5 ml Puffer gewaschen. Die FSIIung mit 
PEG und NaCI (Endkonzentration 10% bzw. 0.4 

25 mol/l) wird wiedertioit, das PrSzipitat in ca. 800 ul 
Puffer aufgenommen. 

Die so erhaltene L5sung wird mit RNase und 
DNase 1 Std. bei 37*C verdaut (800 ul PEG- 
Prazipitat in Tris-HCI-Puffer. pH 7.4; 0,05 M; 2.800 

30 U RNase und 1.500 U DNase, proteasenfreie 
PrSparationen, Boehringer). Isolierungen, die nicht 
zur Extraktion von DNA dienen, konnen ohne die- 
sen Schritt durchgefOhrt werden. 

Nach Verdauung mit DNase und RNase wird 

35 das Inkubat auf einen CMsiumchlorid-Gradienten 
gebracht 



b) Isoliemng der Non-A. Non-B assoziierten Sub- 
40 stanz Qber einen CSsiumchlorid-Gradienten. 

Die ZentrifugenrShrchen werden mit 1 ml 
casiumchlorid-L5sung mit einer Dichte von 1.4 
g/ml gegeben und mit je 3 ml CSsiumchlorid von 

45 einer Dichte von 1,3 g 1.25 g und 1.2 g/ml Uber- 
schichtet Aile Caslumchlorid-Losungen werden mit 
dem oben genannten Puffer hergestellt, der Gra- 
dient wird mit 800 ul Stuhlextrakt Cberschichtet. die 
Zentrifugationsdauer betrMgt 65 - 72 Stunden. 

50 Temperatur + lO'C, rpm 31.000. Nach Beendi- 
gung der Laufzeit wird der Gradient im unteren 
Bereich (Dichte 1.2 - 1.4) in Fraktionen von ca. 200 
ul gesammelt. im oberen Bereich Dichte 1.1 - 1.2 
konnen grQflere Fraktionen entnommen werden. 

55 Die Dichte jeder Fraktion wird durch Messung des 
Brechnungsindex bestimmt. Alle Fraktionen werden 
ausgiebig gegen Puffer diaiysiert und 50 ul jeder 
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Fraktion in NANB-Assay auf Non-A. Non-B asso- 
ziierende Substanz untersucht. Von den positiven 
Fraktionen wird die BweiSkonzentration nach Lowry 
bestimmt 



Verifizierung und Charakterisienjng der Substanz 
c) Hersteliung einer Gradienten-Page 

Zwei Losungen mit verschiedenen Acrylamid- 
konzentrationen werden durch einen Gradientenmi- 
scher zu einem llnearen Gradienten aufgeschichtet. 
Die L5sung mit der hoheren AA-Konzentration 
enthalt au/Jerdem 15 % Sacciiarose. um Turbuien- 
zen zu verhindern. Ansonsten sind die Losungen 
zusammengesetzt wie bei LAEMMLI (1970) be- 
sclirieben. Dies gilt auch fCir das Kammgel. 

Die diaiyslerten und evtl. eingeengten Fraktio- 
nen des Casiumchlorid-Gradienten werden mit 10 
Hi SDS, 10 ul Glycerin und 5 ul beta-i\^er- 
captoathanol. 5 ul Bromophenolblau pro 100 ii\ 
Probe versetzt und 3 Min. m Wasserbad gekocht 
Danach werden sie nnit 6 ii\ 0.1%igem i=>yronin 
versetzt und auf das Gel aufgetragen. Laufzeit 3 
1/2 Stunden, Spannung 160 - 300 V, Stromstarke 
40 - 25 A, Leistung 20 W. 

Ca. 5 Min. vor Ende des Laufes wird noch 
einmal 5 il\ Pyronin aufgetragen und der Lauf 
beendet, sobald Pyronin das Kannmgel durchlaufen 
hat. Das Gel wird entweder nnit Silber gefarbt 
(WRAY und Mitarbeiter 1981) oder ein Westenn- 
Blotting durchgefuhrt (TOWBIN und Mitarbeiter 
1979). Das Blotting wird Qber Nacht bei 0,5 A, an- 
schlieflend 1 Std. be! 1 A durchgefuhrt 



d) Behandlung von Westem-BIots 

Nach Beendigung des Blotting werden die ver- 
schiedenen Streifen (an den Pyroninmariderungen 
kenntlich) ausgeschnitten und mitgefOhrte Moieku- 
largewichtstandards mit Amido schwarz gefarbt 
Probenstreifen werden 24 - 72 Stunden in 1%iger 
Gelatine PBS-Losung geschuttelt Die IgG-Fraktion 
eines Patienten bzw. die Fab-2-Fragmente dieser 
IgG-Fraktion werden mit Jod 125 (Chloramin T) 
markiert: 0.5 mCi auf 100 ug Protein. Dabei werden 
etwa 70 % der AktivitMt inkorporiert Der Tracer, 
dessen Volumen ca. 2 ug Protein entsprechen 
solite, wird in 20 ml Gelatine/PBS verdOnnt und 
damit die Streifen 12 Stunden unter SchQtteln in- 
kubiert. Danach werden die Streifen je 1 Stunde 3 
mit Gelatine-PBS, 2 ^ mit PBS-Tween 0,5 % 
und 1 ^ mit Wasser gewaschen. Nach Trocknen 
der Streifen werden diese auf einen empfindlichen 
Rontgenfilm aufgeiegt und bei -70 °C 2-7 Tage 
exponiert. 



Beispiel 2 

Nachweismethode fur HNANB-assoziierte Substanz 
im Stuhl 

5 

Poiystyrol Beads (Plasticbail company, Chi- 
cago) wurden mit Serum von rekonvaleszenten 
Patienten mit Non-A, Non-B-Hepatitis in einer 
Verdunnung von 1:200 in Carbonatpuffer, pH 9,2, 

10 0,01 Mol/I. 12 Stunden bei Raumtemperatur in- 
kubiert. Die so beschichteten beads wurden mit 
phosphatgepufferter phystologischer Koch- 
salzldsung (PBS) ausgiebig gewaschen. Die Stuhl- 
proben wurden in Form einer 10 %-igen Stuhlsu- 

15 sponsion (g/V) 2 Stunden bei 37° 0 mit den wie 
oben geschichteten Poiystyrol Beads inkubiert. 
danach ausgiebig mit PBS, die 0,5 % Tween 20 
enthielt, gewaschen und danach 1 Stunde mit 
humanem IgG aus dem Serum von Rekonvalesze- 

20 nten von einer Non-A. Non-B-Hepatitis, das mit Jod 
125 markiert war. bei 37* C inkubiert. Nach neuerli- 
chem, ausfQhrlichem Waschen mit destilliertem 
Wasser wurden die an die Beads gebundene 
Radioaktivitat in einem Gamma-Counter aus- 

25 gezahit Stuhlproben, bei denen die gebundene 
Radioaktivitat den dreifachen Wert der Negalivkon- 
trolle erreichte. wurden als positiv fur das Vorliegen 
der Non-A. Non-B-Hepatitis-assoziierten Substanz 
befunden. 

30 Jede der beigefOgten Tabellen 1 bis 4 wurde 
wre oben beschrieben erstellt und nach den ange- 
gebenen Kriterien ausgewertet Es wurde festge- 
stellt da^ gemafi Tabelle 1 bei Patienten einer 
gesicherten Non-A. Non-B-Hepatitis diese Substanz 

35 in einem groiten Prozentsatz der Faile gefunden 
wurde, 

dafl gemaB Tabelle 2 bei Verwendung dieses Es- 
says fur diese Non-A. Non-B-Hepatitis-assoziierte 
Substanz bei einem Patientenkollektiv mit einer 
40 Vielzahl von ganz unter schiedlichen Lebererkran- 
kungen, die aber nichts mit einer Non-A, Non-B- 
Hepat'tis zu tun haben, die Substanz , wenn 
Gberhaupt, nur in sehr niedrigen Prozentsatzen ge- 
funden wird. 

45 Tabeile 3 zeigt. dafi man wahrend der Untersu- 
chung von Patientenkollektiven mit Hepatitis ande- 
rer Genese, also entweder Hepatitis A oder Hepati- 
tis B zu einem sehr niedrigen Prozentsatz die Non- 
A, Non-B-assoziierte Substanz findet 

50 Es ist festzustellen, daB man bei den Non-A, 
Non-B-Hepatitis-Fa!len praktisch immer. also fast 
30% positive Befunde hat wohingegen bei den 
Hepatitis A, Hepatitis A-Verdacht Hepatitis B und 
Posthepatitis B Patienten die Zahlen erheblich nie- 

55 driger liegen. 

Die relative hohe positive Anzahl fUr die Sub- 
stanz be! chronischen Hepatitis B-Patienten laflt 
vermuten. daiS es sich um eine Doppelinfektion mit 
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Non-A. Non-B und Hepatitis B handelt. 

Tabelle 4 zeigt folgendes: Eine Untersuchung 
an EmpfMngern mit einer Bluttransfusion. die prinzi- 
piell als Risikopatienten zu gelten haben. weil bei 
Blutransfusionen hSufig eine Non-A, Non-B-Hepati- 
tis Infektion eintritt. Es handelt sich urn eine pro- 
spektive Studie. 

Hieraus ergibt sich sehr deutlich. dafl abhSngig 
vom Schweregrad der Folgen der Transfusion ein- 
erseits Patienten gar nichts geschehen ist. wo also 
diese Substanzen nur in sehr genngem Made 
ausgeschieden worden ist. andererseits be! Patie- 
nten. bei denen die Krankheit erkennbar ist und bei 
denen. die eine ganz manifesto Hepatitis haben. in 
Gber 70 % der Falle diese Substanz nachweisbar 
ist 



Beispiel 3: Isolierung von DNA aus dem Stuhi und 
Klonierung von DNA-Sequenzen und deren Einbau 
in entsprechende Vektoren. 

Einbau dieser DNA in Klonierungsvektoren. 

Aus dem Stuhl von Patienten mit Non-A, Non- 
6-Hepatitis wurden, wie in Beispiel 1 beschrieben, 
Non-A, Non-B-Hepatitis-assoziierte Partikel isoliert 
und, wie dort beschrieben, mit RNAs und DNAs 
behandelt und Uber einen CMsiumchlorid-Gradie- 
nten gerelnigt und ausgiebig dialysiert. Die dialy- 
sierten Fraktionen wurden auf die oben be- 
schriebene Art auf die Anwesenheit von NANB- 
assoziierter Substanz untersucht Die Fraktion der 
Dichte von 1,3 g/ml im Casiumchloridgradienten 
wurde mit 50 Mikrogramm Proteinase K. 1 % SDS 
und EDTA in einer Endkonzentration von 10 miVI/l 6 
Stunden bei 37''C verdaut. Proteine wurden durch 
Extraktion mit 80 %-igem Phenol 
(Gewicht/Volumen) und Chloroform entfemt, und 
daraufhin die in der wassrigen Phase gei5ste DNA 
in Gegenwart von 0,3 fWol/l Natriumacetat mit ein- 
em zweieinhaib-fachen Volumen an Athanol fOr 60 
Stunden bei -70*C gefMllt. Danach wurde zentrifu- 
giert und das Sediment einmal mit 70 %-igem 
Athanol gewaschen, getrocknet und daraufhin in 
TE-Puffer bestehend aus 10 mmol/l Tris, pH 8,0. 
und 1 mmol/l EDTA. in einem VolumenverhSltnis 
von einem Mikroliter/5 mg aufgearbeitetem Stuhl, 
aufgenommen. 

15 Mikroliter dieser DNA-Stamml6sung wurden 
in einem Gesamtreaktionsvolumen von 50 Mikroli- 
ter mit 6 Bnheiten Klenow-Polymerase (DNA-Poly- 
merase !. grofles Fragment), 1 Mikroliter einer 
Losung von dATP , dTTP und dGTP. jeweils in 
einer Konzentration von 1 mM/l. sowie 5 Mikroliter 
alpha-32P-dCTP (3.000 Ci/mmol. 10 mCi/ml) im 
Inkubationspuffer fUr Klenow-Polymerase nach den 
Angaben des Herstellers (Boehringer, Mannheim) 1 



Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. 

Danach wurden 2.5 Mikroliter einer 1 mMol/l 
dCTP-L5sung zugegeben und die Probe eine wei- 
tere Stunde bei Zimmertemperatur inkubiert. Nach 

5 Inaktivierung des Enzyms durch Erhitzen auf 68**C 
fOr 10 Minuten wurde die ReaktionslSung auf 0*»C 
abgekQhIt. Danach wurde das Reaktionsgemisch 
zusammen mit 2 Einheiten T4-DNA-Ligase. 1 Mi- 
krogramm phosphorylierter EcoR-l-Unker und 6 Mi- 

w kroliter 10 mM ATP-LSsung fUr 16 Stunden bei 
16*C inkubiert Das Reaktionsgemisch wurde 
danach auf eine Endkonzentration von 150 mMol/l 
NaCI eingestellt und mit 240 Einheiten EcoR-l Re- 
striktionsendonuclease (80 Bnheiten/Mlkrollter) 3 

15 Stunden bei. 37'C verdaut. Die Reaktion wOrde 
durch Zugabe von 5 Mikroliter 80 %-igem Phenol 
und 1 Mikroliter 20 %-igem SDS gestoppt Die 
radioaktiv markierte und mit Unkem versehene 
DNA wurde von Saiz und nicht legierten Linkem 

20 uber eine Sepharose 4B-GL-S3ule (3 ml 
Saulenvolumen, 25 cm LSnge) abgetrennt und mit 
2,5 Volumina Athanol 16 Stunden bei -70*»C gefSlIt 
Die prazipitierte DNA wurde 10 Min. bei 14.000 g 
zentrifugiert und das Sediment bei 150 Mikroliter 

25 70 %-igem Alkohol gewaschen. getrocknet und in 
10 Mikroliter TE-Puffer aufgenommen. 



Beispiel 4^ Einbau der isolierten DNA In lambda- 
30 Phagen und Transfektion auf Bakterien. 

Zur Ligation mit der Vektor-DNA wurden 2 Mi- 
krogramm DNA des Phagen-lambda 1149 mit 2 
Einheiten EcbR-l (4 E/Mikroliter) in einem Gesam- 

35 treaktionsvolumen von 6 Mikroliter 
(Inkubationspuffer nach Angabe des Enzymherstel- 
lers (Boehringer, Mannheim) 1 Stunde bei 37*C 
inkubiert. Dann wurde das Enzym durch 1 0- 
minOtiges Erhitzen auf 68"C inaktiviert. Diese 

40 LSsung wurde mit 3 Mikroliter markierter DNA, die 
wie im vorigen Beispiel beschrieben, isoliert wurde, 
1 Mikroliter 5 mM ATP und 1 unit T4-DNA-Ligase 
bei Raumtemperatur ligiert. 4 Mikroliter dieses 
Reaktionsansatzes wurden in tambda-PhagenhQIlen 

45 verpackt (unter Verwendung eines fertigen Verpak- 
kungsextrakts der Rnma Giga-Pack, Vector-cloning 
systems). Mit diesen verpackten Phagen wurde der 
Escherichia Coli Stamm NM 514 infiziert. Zum sc- 
reening auf das Vorhandensein eingebauter DNA 

so wurden ca 10' "plaque fonming units" auf 22 ^ 22 
cm screening piates der Rrma Nunc ausplattiert 
und Uber Nacht bei 37* C inkubiert. Phagen-DNA 
wurde auf Nitrozellulosefilter durch Abklatsch 
ubertragen und die so erhaltenen Abklatschfilter 

55 wurden mit 1 Mikroliter der oben beschriebenen 
radioaktiven DNA StammlSsung gemSfl Maniatis et 
al. (1982) hybridisiert. gewaschen und 6 Std. bei 
70"G autoradiographiert. 
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Von 70 positiven Hybridisierungssignalen wur- 
den 17 zugeordnete Phagenkolonien in einer 
Dichte von ca. 5 Plaques pro cm^ ausplaziert. Nach 
plaques purification nach BENTON und DAVIS 
(1978) wurden von den schllelSIlch erhaltenen 16 5 
positiven Plaques Lysate hergesteilt Mehrere die- 
ser Phagen enthieiten DNA-lnserte in einer Lange 
zwischen 0,3 und etwa 1»5 KB. die mit einer Probe 
der urspru'nglichen DNA-Stammlosung hybridisler- 
ten. 70 



Beispiel 5: Charakterislerung eines DNA-Fragme- 
ntes von 0.45 KB und Subklonierung dieses Frag- 
mentes in einem Plasnnid PUC 19 in Escherichia is 
coll. 

Das DNA-Fragment wurde durch Verdauung 
mit -entsprechenden Restriktionsendonucleasen 
(EcoR-l) unter den oben bereits beschriebenen Be- 20 
dingungen aus dem der Phagen DNA entfemt, das 
Fragment dann auf Agarose Gel von der lambda- 
Phagen DNA getrennt und die dem Insert entspre- 
chende DNA-Bande aus dem Gel ausgeschnitten 
und eluiert Die solchermaiSen isolierte Insert-DNA 25 
wird dann genau wie oben beschrieben, in Vektor- 
DNA PUG 19 hineinliglert und dann auf Escherichia 
coli Stamm DH 1 transfiziert Nach Seiektion von 
Bakterienstammen. die dieses Plasmid mit dem 
eingebauten Hepatitis Non-A, Non-B-DNA-lnsert 30 
aufgenommen haben und venmehren wurde die 
Zuchtung dann durchgefOhrt und wie bei T. Mania- 
tis et al. 1982. In "iViotecular Cloning, a laboratory 
manual/ beschrieben. aufgearbeitet 

Das gleiche Insert wurde radioaktiv markiert 35 
und mit Southenn-Analyse auf Hybridlsierung mit 
dem DNS-Ausgangsmaterfal, DNS-Extraktionen aus 
StGhlen von Kontrollpersonen. Hepatitis B-Virus- 
DNS und Escherichia coli Plasmid PBR 322 
geprOft 4q 



Beispiel 6: Nachweis von Non-A, Non-B-assoziier- 
ter DNA im Semm 

45 

2 - 5 ml Serum werden bei 150.000 g 2 Stun- 
den zentrifugiert. Das Sediment wird in 200 u! 
Proteinase K-L6sung (0.5 mg/ml + 10 mmol 
• EDTA) bei 37'C 1 Stunde verdaut Danach werden 
zu dieser Losung 165 ul einer hei/5 gesattigten so 
Natriumjod Losung (2.5 g Natriumjodid/ml HjO, 

- 20 ^ SSC (Standard Saline Citrat) entspricht 3 M NaCI, 1J 

55 

SDS Natriumdodecylsulfat 



75°C) gegeben (Endkonzentration 12,5 M). Diese 
Losung wird 10 Minuten auf 90**C erhitzt und un- 
mittelbar durch Nitrozellulosefilter mittels Vakuum 
filtriert (Dot-Blot-Apparatur, Schleicher Schull). 
Nach der Filtration wird die Nitrozellulosefolie 3 ^ 
mit 70%igem Athanol gewaschen und darauf 10 
Min. bei Raumtemperatur in 100 ml Es- 
sigsSureanhydrid (100 ml 0,1 M Triathanolamin + 
250 ul EssigsSureanhydrid) inkubtert Nach der In- 
kubation wird die Folie im Vakuum bei SO'^C 1 - 2 
Stunden gebacken. Die trockene Folie wird in Vor- 
hybridisiemngslosung gebracht und 3 Stunden bei 
65«G inkubiert (6 ^ SSC, 1 Denhardt 0.5 % 
SDS, 20 ug/ml Hitze denaturierte Heringssperma- 
DNS entsprechend den Angaben in: Maniatis. 
Molecular Cloning, 1982). Mittels Nick-Translation 
(siehe Maniatis, Molecular Cloning. 1982) mit 32P- 
markierte Probe Qber Nacht unter 
Prahybridisierungsbedingungen inkubiert Danach 
wird die Nitrozellulosefolie 3 ^ gewaschen (1) 6 ^ 
SSC, 1 Denhardt 0.5 % SDS. 20 ug/ml 
Heringssperma-DNA. 2), 1 ^ SSC, 0.5 % SDS. 1 ^ 
Denhardt 3). 0,1 ^ SSC + 0.05 % SDS). Nach 
Trocknen der Folie wird diese auf einen 
Rontgenfilm (Kodak X-Omat) aufgelegt 
(Autoradiographiezeit 6 Stunden bis 2 Tage bei 
-70"C). 

Bei Seren mit hohem Gehalt an HNANB-Viren 
kann die Ankonzentrierung von 2-5 ml Serum durch 
Zentrifugation entfatlen und die Seren nach 
Proteinase-K-Verdauung entsprechend der Metho- 
de (Seelig et al., klinikarzt 2/1985, Seite 86 ff) 
dtrekt auf Nitrozetlulose aufgetragen werden. (s. 
Bsp. 7) 



Beispiel 7: HNANB-DNA-Nachweis im Serum 

200 ul Serum werden mit 75 ul Proteinase K- 
Losung (Boehringer) (4 mg/ml) und 25 ul 0,5 M 
EDTA bei 37"C 1 Stunde inkubiert. Das Inkubat 
wird mit 100 ul 1 N NaOH 10 Minuten bei Raum- 
temperatur inkubiert und mit 250 ul 2 M NH4OAC 
neutralisiert. 500 ul des Ansatzes (entsprechend 
181 ul Serum) werden auf Nitrozellulose aufgetra- 
gen (Dott-Blott-Apparatur Schleicher + SchQil). 
Nach nochmaliger Neutraiisierung mit 250 ul 2 M 
NaHdOAc werden die RIter in Vakuum bei SO^C 45 
Minuten getrocknet Die RIter werclen in 6 ^ SSC " 
, 0.5 % SDS . 1 ^ Denhardt-Losung und 20 
ul/ml Hitze denaturierter (5 Minuten, 100**C) 

I M Natriumcitrat 



100 ^ Denhardt-Losung entspricht 2 % Rcoll; 2 % Polyvinylpyrolidon. 2 % Bovin Serumalbumin. 
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Heringsperma-DNA bei 65*C 3 Stunden 
prahybridisiert. Zur Hybridisierung die Uber Nacht 
unter Prahybridisierungsbedingungen erfolgt wird 
das dutch Nick-Translation mit 32P-markierton In- 
serts der Phagenclone venwendet (spezifische Akti- 
vitat ca.. 1 - 2 ^ 10' cpm/ug DNA). Die RIter 
werden danach jeweils einmal 20 MInuten bei eS^G 
mit 6 ^ SSC, 1 ^ Denhardt-Losung, 0,5 % SDS, 
20 ug/mi denaturierter Heringssperma-ONA. 
danach mit 1 ^ SSC. 0,5 % SDS 1 ^ Denhardt- 
LSsung und 0,1 ^ SSC. 0,05 % SDS gewaschen 
und bei 80*C getrocknet Die Autoradlographie er- 
folgt mittels Rontgenfilm und VerstSfkerfolie 
(intensiv fying screens Kodak) mit einer Autoradio- 
graphlezeit von 6 - 48 Stunden bei -70*C. 



Beispiel 8 

Dieses Beispiel zeigt eine einfachere Variante 
bezGglich der Probenvorbereitung zum Dot Blot: 

1 ml Serum wird mit 350 ul Proteinase K- 
Losung (3 mg/ml Proteinase K. 10 miW TRIS pH 
7,5, 0.5 mM EDTA. 0.5 % SDS) und 125 jxl 0.5 M 
EDTA 30 Min. bei 37" C inkubiert. Darauf wird die 
Losung mit 8 ml 2 M TCA (pH 7.0), 3.2 ml 2 
MNHA:. 20 III t RNA (10 mg/ml) und 5.3 ml H,0 
auf 16 ml verdQnnt und die DNA mit 10 ml Isopro- 
panol be! Raumtemperatur fQr 30 Min. gefSllt Die 
DNA wird abzentrifugiert (15 Min. bei SOOOrpm). 
das Pellet mit 2 ml 70 % Ethane! gewaschen und 
in 800 m 10 mM TRIS pH 8,4 und 1 mM EDTA 
aufgenommen, einmal mit Phenol, einmal mit Ch- 
loroform extrahiert und nochmals gefMIit. Aliquots 
der gefOllten DNA konnen fUr die Dot Blots Oder 
fGr Restriktionsanalysen eingesetzt werden. 

Die Darstellung von partikelassoziierter DNA 
aus Stuhlproben erfolgt in gleicher Weise. Stuhlsu- 
spensionen werden ailerdihgs vorher steril filtriert 
und mit PEG gefSllt. 



Beispiel 9 

Wenn nur relativ wenig der N-A. N-B-assoziier- 
ten Substanz vorliegt, hat es sich als zweckmaiSig 
erwiesen. die DNA durch Ampllfizieren nachzuwei- 
sen: 

Der Nachweis von Non-A, Non-B-DNA im 
Serum kann zweckmaflig durch Hybridisierung mit 
radioaktiv markierter klonierter Non-A. Non-B-DNA- 
ProtJe nach vorangehender spezifischer enzymati- 
scher DNA-Ampllfizierung nach bekannter Methode 
(SAIKI et al.. Science 230. 1360. 1985) erfolgen. 

25 ul Serum + 50 ill NaJ (gesattigte L6sung) 
mischen und 2 Min. bei 37»C inkubieren. danach 
10 Minuten bei 0°C inkubieren. Das Inkubat wird 
auf eine Polycarbonatmembran (z.B. Uni Pore von 



Rmna BioRadLab) gegen TE-Puffer (10 mmol Tris; 
Immol EDTA) 20 Min. dialysiert. 5 ul des Diaiysats 
werden fQr die spezifische enzymatische DNA-Am- 
plifikation entnommen, Die Amplifikation erfolgt 

5 nach bekannter Methode (SAIKI et af. 1985) mit 
Hllfe von je 0,5 ug Oligoprimer (Paar A und B bzw. 
C und D). Die Oiigoprimer-Paare werden nach be- 
kannten Sequenzierungsdaten mittels eines DNA- 
Synthesizers (Applied BioSystem 381) hergestellt. 

10 Nach Amplifizierung wird das Reaktionsgemisch 
auf einem 2%lgen Agarosgel elektrophoretisch auf- 
getrennt. danach auf eine Nylonmembran (Genofit) 
transferiert und mit einer nach FEINBERG et ai. 
1983 (Annal. Biochem. 132. 6-13) mit markier- 

75 ten klonierten HNANB-DNA-Probe hybridisiert. 
Nach Autoradlographie werden positive Resultate 
anhand mitgefOhrter Standards und LSngenmarker 
identifizlert. 

20 

Beispiel 10 

Nachweis von DNA in geprOft infektiSsem Plas- 
maderivat Renger F. et al. veroffentlichten in 

25 "Deutsches Gesundheitswesen" Vol. 36. S. 560- 
563 (1981) eine Studie Qber eine kontrollierte 
Hepatitis Non-A, Non-B-Epfdemie. ausgelSst durch 
die Applikation infektioser Antirhesusfaktor D Im- 
munglobulinprMparate. Die Herkunft dieser kontami- 

30 nierten PrSparate konnte vollkommen aufgeklSrt 
werden. Nach Applikation dieses anti-D-PrSparates 
erkrankten 79 % von 116 immunisierten - 
schwangeren Frauen. Dieses antr-D-PrMparat 
(Charge I Ampulle A und C) sowie eine Charge mit 

55 niedriger InfektiositMt (Charge II Ampulle B und D). 
die durch das selbe SMulensystem gereinigt wurde. 
standen zusammen mit KontrollprSparationen 
(Gammavenin, Endobolin, Rhesonativ) zur 
VerfUgung. Diese PrSparatlonen wurden zusammen 

40 mit Pufferkontrollen. Hepatitis B-Viois-haltigem 
Serum, Posltivkontrollen mit clonierten Virus-DNA- 
Fragmenten eingesetzt. Der Nachweis erfolgte mit- 
tels DNA-Ampllflkation durch die Primer 237-238 
(entstammen dem 0.4 Kb EcoRI-Fragment). 

45 

Ergebnisse: 

In mehrfachen, unter verschiedenen Bedlngun- 
50 gen durchgefOhrten Experimenten, fand sich nach 
Amplifikation ein starkes Signal in der Charge I 
(Ampulle A und C), ein schwaches Signal bei guter 
Amplifikationsausbeute in der Charge II (Ampulle B 
und D). Die drei Kontroil-Lyophilisate Gammavenin. 
55 Endobolin und Rhesonativ ergaben kein Signal. Der 
Zusatz von Hepatitis B-Virus-Genomspezifischen 
Primem zu den verschiedenen Gammagiobulin- 
PrSparationen ergab ebenfalls ketnen HInweis auf 
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die evtl. Kontaminierung mit Hepatitis B-Genom. 
Die mitgefuhrten Kontrollen dienten der Beurteilung 
der Effizienz der Amplifikation sowohl mit HBV- 
spezifischen Primem als auch mit Non-A, Non-B- 
spezifischen Primem. Der Nachweis der IdentitSt 
der in der infektiSsen Charge beflndlichen DNA mit 
der DNA aus den Feces eines Patienten mit Hepa- 
titis Non-A, Non-B sprechen fUr die Identifizierung 
einer in Hepatitis Non-A, Non-B-implizierten DNA. 

Die Untersuchung von weiteren 57 Stuhlproben 
von Patienten mit sporadischer und posttransfusio- 
neller HNANB mittels Radioimmunoassey wie in 
den vorliergehenden Beispielen besciirieben und 
fm Dot-Blot-Verfaiiren, ergab eine signifikante Kor- 
relation der beiden Untersuchungsverfahren hin- 
siclTtlich nachweisbarer HNANB-assoziierten Sub- 
stanz (RIA) und nachweisbarer DNA (Dot-Blot 
siehe Beisptel 7). 

Die belgefugten Abbildungen eriautem die Er- 
findung: 

Rg. 1 1st die Sequenz des Genoms 

Rg. 2 ist eine Obersicht ilber die Schnittste!- 

len mit EcoRI sowie die offenen Leserahmen und 

Leseraster 

Rg. 3 und 

Rg. 4 zeigen den Plus-und Minusstrang einer ca. 
0,3 Kb Sequenz, also einer Teilsequenz des 
Genoms 

Rg. 5 zeigt den offenen Leserahmen. und 
zwar die Leseraster 1 A, 2A und 3A, und 

Rg. 6 zeigt den offenen Leserahmen fur die 
Leseraster IB, 2B und 3B. 

Die Sequenzierung der in den Rguren bei- 
gefUgten Sequenzen erfolgte nach der Sanger-Me- 
thode nach Umklonieren von PUC 8 in [\/l 13 bzw. 
Bluescript Vektor. 

Die Charakterisierung dieser In Rg. 1 gezeig- 
ten ursprungiich vorliegenden aus Stuhlisolaten iso- 
lierten DNA zeigt, 6aB es sich um eine partiell 
doppeistrangige zirkuiare DNA handeit 

Die DNA zeigt Venwandtschaft mit HBV-DNA. 
Wenn ein kiontertes 0.45 Kb Fragment Oder gerei- 
nigtes Stuhlmaterial mit markiert und in einer 
Southem-Analyse an HBV-DNA hybridisiert wurde. 
ergaben beide Proben ein Signal, ailerdings etwa 
1000-fach geringer als mit sich selbst. Plasmid 
pBR 322 und Lambda Phage ergaben kein Signal. 
In Vorversuchen konnte die gereingite Stuhlprobe. 
ohne denaturiert zu werden. sehr gut mit dem 
kleinen Fragment der E.coli Polymerase markiert 
werden. 

Mit Klenow Polymerase behandelte Stuhlprobe 
migrierte in einem Agarosegel deutlich langsamer 
als die unbehandelte Probe. Dies spricht dafOr. daiS 
die untersuchte DNA. ebenso wie HBV-DNA, par- 
tiell doppelstr^nglg ist. Die Ergebnisse und Be- 
handlung mit Restriktionsenzymen und Primerex- 
tension beweisen eine circulare Struktur der DNA. 



Die mehrfach durchgefGhrten Sequenzanalysen 
beider DNA Strange ergaben 4998 Basenpaare. 
Die Sequenz ist vom 5-zum 3'-£nde dargestellt. 
die Nummerierung mit 1 beginnt im ersten Nucleo- 

5 tid des 2,5 Kb EcoRI-Fragments in dem DNA- 
Strang, der die grofien offenen Leserahmen enthalt 
(siehe Abb. 2). Ein in der Darstellung nicht gezeig- 
tes DNA-Fragment von ca. 10 bis 20 Basenpaaren 
wurde experimentell nachgewiesen und grenzt an 

ro die 2,5 und 1>5 Kb EcoRI-Fragmente und bedingt 
also den Ringschlufi der linear abgebildeten DNA 
(vgL Abb.2). Der Nachweis dieses Fragments wur- 
de durch ein Amplifikationsexperiment erbracht. 
wobei gereinigte Virus-DNA mit Klenow Polyme- 
rs rase und den beiden synthetischen Primem 13 und 
17 inkubiert und die DNA-Sequenz zwischen den 
Primem mehrfach amplifiziert und nach Elektro- 
phorese durch Southern-Analyse nachgewiesen 
wurde. Da die beiden Primer an den beiden Enden 

20 der sequenzierten DNA liegen. kann eine Amplifi- 
zierung eines Fragmentes nur erfolgen. falls die 
DNA zircular vorliegt Das Virus-Genom besitzt 
damit eine Gesamtlange von 5.010 bis maximal 
5.050 Basenpaare. Dieses Resultat wird zusatziich 

25 durch unabhangige Southem-Analyse des Genoms 
bestatigt Die Restriktionskarte des Genoms liegt 
vor. Die Reihenfolge z.B. der einzelnen EcoRI- 
Fragmente ist 1.5 / 0.45 / 0.3 / 0,15 und 2.5 Kb. 
BezQglich besonderer Merkmale der Sequenz 

30 ist auszufOhren, dai3 eine lange palindromische 
Sequenz (Hairpin) zwischen den Basenpaaren 
2,097 und 2.149 am Ende eines offenen Leserah- 
mens liegt (Pos. 4, Abb. 2). 

An der Position 424 und 3.303 befindet sich je 

35 eine "CTG"-Box. Bei der CTG-Box von 3.303 be- 
finden sich auch 2 Repeats, die Sequenzhomologie 
mit den direkten Repeats der Hepadnavirldae auf- 
weisen. 

Die offenen Leserahmen finden sich 

40 hauptsachlich nur auf einem Strang. Der andere 
Strang tst wie bei Hepatitis B-Virus-DNA bis auf 
kleinere Peptide geschlossen. Wahrend der offene 
DNA-Strang ohne weitere Modifizierung fur Pro- 
teine bis zu Molekulargewichten uber 40.000 codie- 

45 ren kann. sind im KomplementSrstrang weite Berei- 
che alter dret Leseraster geschlossen bis auf 5 
Peptide von einem kleineren Molekulargewicht von 
ca. 6.000 (siehe Abb. 2 und Abb. 5 und 6). 

Alle ubertappenden Clone ergaben fOr die 

50 gleiche Sequenz identische Resultate mit einer 
Ausnahme, wo an der Pos. 2,381 in einem Fall G, 
in einem anderen Fall A gefunden wurde. Ein 
Sequenzierfehler ist auszuschliejSen. 

Das gibt einen Hinweis darauf, was durch wei- 

55 tere Befunde bestatigt wird. dai3 Abweichungen von 
einigen Prozent, insbeondere 1 bis 2 %, in der 
Regel keinen Bnflufl auf die Funktion der Sequenz 
haben. so dai3 funktionelle Aquivalente Abweichun- 
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gen bis 5 %. insbesondere bis 2 % von der Grund- 
staiktur haben konnen. Das gleiche gilt auch fUr 
die von solclien DNAs kodierten Proteinen. 

Zusammenfassend laBt sich somit folgendes 
sagen: 

Die Non-A. Non-B-assoziierte Substanz ist gekenn- 
zeichnet durch die signifikante Bindung an Immun- 
globuline und die Bindung an Fab2-BruclistClcke 
gereinigben IgQs. durch Bindung an nicht kollagen- 
bindende Rbronectinspaltprodukte sowie durch die 
lnfekti5sitSt gegenuber menschlichen Zellkulturli- 
nien, die morphologisch darstellbar sind durch 
virustypische Veranderungen derselben und 
moiekulargenetisch durch den Nachweis einer 
spezifisch hybridisierenden. geielektrophoretisch 
bei einer scheinbaren Gr6i3e von 3,2 KB wandern- 
den DNA (ungeschnitten und unter natlven Bedin- 
gungen), innerhalb dieser Zellkulturen. 

Die in den infizierten Zellen sowie im Serum 
von Non-A. Non-B-Hepatitis-Patienten nachweis- 
bare DNA hybridisiert mit der aus Non-A. Non-B- 
Substanz isolierten, ca. 5 KB groflen DNA bzw. der 
aus diesem Material hergestellten klonierten DNA. 

Die gesamte Sequenz von ca. 5.000 Basenpaa- 
ren gemaB Fig. 1 und eine Teilsequenz von ca. 
300 Basenpaaren gemaB Rg. 3 und 4 der kionier- 
ten DNA wurden bestimmt und mit bekannten men- 
schlichen DNA-Sequenzen. Phagen-ONA-Sequen- 
zen, Plasmid-DNA-Sequenzen und bekannten pu- 
blizierten Virus-DNA-Sequenzen verglichen. Sie 
entsprechen nach diesen Daten keiner bisher be- 
schriebenen Sequenz. Nach dem offenen Leserah- 
men der Sequenz kann man RGckschlusse auf die 
kodierten und exprlmlerten virusspezifischen Pro- 
teine Ziehen. Damit kann man die hydrophilen und 
hydrophoben Regionen innerhalb der Peptide ide- 
ntifizieren und somit ist die Hersteliung syntheti- 
scher Peptide aus den moglichen antigenen Epito- 
pen in den hydrophilen Regionen mSglich. 

Die gefundene DNA. insbesondere die auf die* 
ser DNA sich befindlichen Gene kQnnen zur Inser- 
tion in entsprechende Expressionsvektoren. wie 
Zellen und Bakterien (z.B. E.coli und Hefen, wie 
Syccharomyces cereviciae sowie Zellkulturen). und 
damit zur Hersteliung von Virusantigenen benutzt 
werden. Damit ist die Diagnostik und die Herstel- 
iung von Immunreagentien und Vaccinen moglich. 
Bei der Diagnostik sind insbesondere die Untersu- 
chung auf InfektiosttSt 

(Blutkonservenuntersuchung) und die Diagnose ein- 
er akuten. chronischen oder zeitirch 
zuruckliegenden Infektion zu nennen. In Zellkultu- 
ren hergestellte Antigene sowie die entsprechen- 
den. durch diese Virus-DNA in vivo und in vitro 
synthetisierten Proteine konnen zur Erstellung 
immunologischer Diagnostika benutzt werden. Die 
DNA-Sequenz la/Jt sich zur Identifizierung potentiel- 
ler Virusproteine und deren synthetischer Herstel- 



iung, also die Hersteliung synthetischer antigener 
Peptide, verwenden. ebenso wie sich die DNA bzw. 
DNA-Teilsequenzen zur Hersteliung synthetischer 
DNA Oder RNA bzw. DNA-oder RNA-Fragmente 

5 und fOr den Einsatz derselben ais Sonden Oder 
Primer far die Diagnostik einsetzen lassen. 
Schliefllich kann man die DNA bzw. die erstellte 
DNA-Sequenz zur Hersteliung synthetischer Viren 
(vollkommene DNA-Synthese) und zur Insertion 

10 von synthetischer DNA oder DNA-Fragmente in 
entsprechende Vektoren verwenden, um Virusex- 
presslonsprodukte zu erhaiten. 



75 AnsprUche 

1. NANB-Hepatitis assoziierte DNA, enthaltend 
vor allem die DNA nach Rgur 1 sowie funktionelle 
Aquivalente und Teilsequenzen davon. 

20 2. NANB-Hepatitis assoziierte DNA nach Ans- 
pruch 1 . dadurch gekennzeichnet, daB sie 
hochstens 5 %, insbesondere hSchstens 2 % Ab- 
weichung von der Struktur und/oder der Ket- 
tenlSnge der DNA nach Rg. 1 zeigt. 

25 3. NANB-Hepatitis assoziierte DNA nach Ans- 
pruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet daB sie 
partiell doppelstrSngig zirkulSr und aus einem 
NANB-Hepatitis assoziierten Partikel bzw. aus Virus 
isoliert ist. 

30 4. DNA-Teilsequenz nach Anspruch 1 -3, 
dadurch gekennzeichnet. daB sie Rg. 3 bzw. 4 mit 
maximal 5 %, vorzugsweise maximal 2 
%Abweichung entspricht 

6. Proteine. dadurch gekennzeichnet. daB sie 

35 durch eine DNA nach Anspruch 1 bis 4 kodiert sind 
Oder derart kodierten Proteinen entsprechen. 

6. Proteine nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl sie den Sequenzen der offenen Lese- 
rahmen gemSB Rg. 5 und 6 entsprechen. 

40 7. Verfahren zur Hersteliung der NANB-asso- 
ziierten DNAs nach Anspruch 1 -4 (sowie der Pro- 
teine nach Anspnjch 5 und 6) aus Stuhl, Gewebe, 
K6rperfl0ssigkeiten oder Viruskulturen, dadurch ge- 
kennzeichnet. daB das Ausgangsmaterial. ggfs, 

45 nach vorheriger Sterilfiltration und FSllung mit PEG 
bei Stuhlsuspensionen. mit DNase und ggfs. 
RNase zur Verdauung inkubiert wird. dann ein 
Dichtegradient, insbesondere CsCI, d = 1 .3, ange- 
legt wird. worauf Dialyse. Verdauung mit Proteinase 

50 K, Phenolextraktion. SthanolfSIIung und ggfs. Ex- 
traktion und emeute FMIIung und Isoiierung sowie 
ggfs. Klonen und ggfs. exprimieren in entsprechen- 
den Vektoren erfolgen. 

a Verwendung der DNAs nach Anspruch 1 bis 

55 4 als DNA-Sonden zur Diagnose, insbesondere 
nach klassischen Hybridisieoingsverfahren. oder 
zur Expression in geeigneten Vektoren. 



9 



17 
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9. Verwendung der DNAs nach Anspruch 1 bis 
4 zur Synthese von Proteinen zur Erzeugung 
immunologischer Reagentien fiir den Nachweis von 
NANB-Hepatitis und zur Erzeugung von Impfstof- 

fen. 5 

10. Verwendung der DNAs nach Anspruch 1 
bis 4 Oder der auf diesen DNAs befindlichen Gene 
bzw. der entsprechenden DNA-Sequenzen zur Her- 
stellung synthetischer Viren und zur Insertion der 
natOrlichen oder synthetlschen DNAs Oder DNA- to 
Fragmente in entsprechende Vektoren zur Bildung 

von Viaisexpressionsprodukten und zur Hersteilung 
von Vinjsantigenen. 

15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



10 




Fig, 1, s. 1 

FILE! TCNGA.DNA SBQOENCE! 4998BP; 996 A; 1130C; 1087 G; 



*** SEQUENCE LIST *** (DOffiLE) 

10 20 30 40 50 60 

5' GftftTTCroCC TCTTCrGTTG ATTCTGaTCT TGOCTOCQCT GCTICTQGK: T3CTK3CX3GG 

70 80 90 100 UO 120 

TCiTiTcxaG AflmaGGCA omTiLTm crcrsmcr crocTTrocr ttcqogctct 
AGyuuoHc TiaafticcCT c3C!ftftflGftAfta ca^ 

^0 140 150 160 170 180 

TCarOTOGA MGCTTAm GaAflGGOOeP TGaQSGaTGA CTTITCTlXa TTTCTTCaAA 

AcaflGftflGCT TaaaflraAT cmama Aoxxxsacr Ga^^ AMGftaanr 

200 210 220 230 240 

TCawiTlTm ADCTTrroGG TICTGSEGGC GCTCTOGKa TTGOOQTICT TOTTTTTCrT 
ASimiaAST TGGftAAftGCX; MG3y[Xa!^ 

250 260 270 280 290 300 

GraOQCCTOG SEKTTTftiaA GTIQBnAPG GftlTQerTGC CftTOCSiaGRC TTTOITTCCG 

C3«3oaGGftGC CKEftaMam caftGcanTC craMcaaoG GmcxarcTC MAo^aGGc 

310 320 330 340 350 360 

CECETQGCCT ITlTftOCTOG TnaTCQCCA AUSTGCTTTC TATTTCCTTT TTTCGCmG 

GaGRftcxxscA jy^yvTGGaGC AftflraGo^ Tacacxaflas AiaAftGcaAA AAflaxaaAc 

^ 370 380 390 400 410 420 

GEACmTCG CAACmRTT TTOGTITGrC TTTTGCTITC QCITCITOQC TTTGITCKT 
CaTGftAAflCC GTTGAAftaaA AAC3CaMC^ 

430 440 450 460 470 480 

GraOOCTTTG GGfllOaGGT (aHAAfliatJr GGftftATCCCT AITAmTCA JOftCnQQGP 
CaCTGGftAAC CCTftCXnrai CTAITEa^ 

490 500 510 520 530 540 

TGftTGCTGaC GQCSTTAGOG TCEOaCAGT GCftGIftTftAA GAIGGiaGCA CITGCGaiftT 

ACiaaacrG cascaAiixsGc AGaaarGorcA csncprnmr ctrccmxxsj: GaaoocEaTA 

550 560 570 580 590 600 

racoraaaG caGrarcara AToxaa^ 

C3X3QcaGC3ic GTcaaacnaA TacacnxxB TaiaccixaG 

610 620 630 640 650 660 

IMAG^CT GOXSanCTX: CTTOGGaaCC TG^^ 
imTOGGOa OGACiaaGaG GaAGCOTCG AC3GaGGaO^ 

™^ ^"'^ 700 710 720 

TATTftTTGaA TCTOCTGaCC TCGQOGaAGG TiaTCTCOOG CaGGaAGaAG AaiTaCTTTT 
MftAiaAOT AGAGGaCIGG AGGOQOTCC AAIJO^ 

730 740 750 760 770 780 

TaGGoajCT Tmmjxn ATGaiGacxxs cGcaGcaGaT aciccqgcit txsemxsoisa 
iwncoxap^ AATTGGOGaA Taciaci^ 

'^^^ 810 . 820 830 840 

locraftac GTCiosuffiA GT^^ oxsanasGaG AiaasTTTTT 

AGaGGGaiTC caGaGaiTOT caaaerGK^ 

850 860 870. 880 890 900 

TMCGaaOGT ACTGaGACGG TGCaCAAGTC OGGCEaTAO; TCTCaAAGCT ATTCGEaraA 
2mW3CTIGCA TCACTXnGGC ACCT<^^ 

910 - 920 930 940 950 960 

CAGCTCGACr CAACrCATTC AGOTCCTTA TCCXSGAGGaT TOCACHACm GCJPCICaQGI' 
GTCGaGOGA GrrGaATAAG ■TCGAAQGAAT ACGCCKXHA AGGKMGaT oSg^oS 




Fig. 1, S. 2 

• 1000 1010 1020 

TCTraMCCG CftflGCTTCOG TITCTGCITr QCnCTEGK: dTOICrTOG TTaCERCTOr 
AGAGmGK GnOSftACGC 

1030 1040 1050 1060 1070 ififin 

■nacnaaiT MAftAOGOGA TTTCGGGGOG CSOGMSTHA TCCaAATlCT ACOTrarar 

1090 1100 1110 1120 1130 

mACAAAGC CaiAGAA®G ACAG^ 

H^O 1170 1180 1190 i5nn 

AAGAGAAAa ACXZAGGAG^ OGAGCX^ 

1210 1220 1230 1240 1250 15fin 

^TCATCftCT Tcsmma? ACnOT^ 

•^7 0 1280 1290 1300 131Q 1^90 

^TTOnaC CTOGATCATT AOrcaTOG GKBGCaxaT TGATTI^ (aGJXaOGC 
TCAAGAAATC <a(X3aa^ 

^ 1330 1340 1350 1360 1370 1380 

C^TOOT TtnX^TOCnG AEKn^^ 

-"^^O 1400 1410 1420 1430 1440 

^ro^no: TOGTCQoa: TAAos^ 

OGAOCKAGG ACCAGOGflGG AIT^^ 

«^^Jt!52 "^0 1470 1480 1490 1500 

^CmCCTIT TCmrrow; AAAGQ 

OOGCTGaAA AGAAI3^ OTIXCT^ 

,,,,,,^_1^10 1520 1530 1540 1550 icgn 

^CTTTGCTG GCmTrOTT aaTATOGflSa AaSOTGCAA AAATCOCIftC AAGOrraAr 
OGCAAAD^ CGAAAAAgA AI3m«3C^ 

1580 1590 1600 IfilO ic->n 

CTCTTCTTCG TTCERAAQGT TCTQQCaAQr CTCK3IAIAT GTCTCGCCTT GOGAIaSt 
(aOVACMCC AAGATITCCA AGM^^ 

^^40 1650 1660 1670 ififln 

CCGAAGgAG ATCAITCrCC AAAia^ 

1700 1710 1720 1730 it an 

C^MaiTG GAAACAGACC TTTGCCOCIG ATTCCCTTAT TCmrnar GACaTii^ 

ACC^GGTGAG ATIO^A AAAIT^ 

TGC?^^ imoo^ ACAAI^ 
ACXnXDGCGIT TAmn^ TCIT^ 

j-a/u . 1880 1890 1900 iQin loon 

AGMTOTCA CCICTC3IGAT OGCATmTC TCTOCAAIO; TAITCGCTGG TTTTCrCGCC 
TCTAAGC^ GGAGACACTA GCCniAAA^ 

TCACXrCTEA TCGCrCGKJr ATCGCEATCG AACACCCTCC CGAGGGCGGC CAAGAf;^ 
AC^T AGOGAGGACA m^^Cr mrr^ 

iyyo 2000 2010 2020 2030 onAn 

SSSSS SSS^^ AGTOGTATAC TAICCcS^ TOGIXl^ 
AATICTGcG^ aSOCTTCOGC CCGTCCOGAT TCACXaTATC AIAGGGGITC AGACACTtS 



Fig. 1, S . 3 

Tiaocnaa csoGaaraG rorac^ 

^'^^^^ cc™^ 

T<xairara OTMfflGK iffijn^ 

AGITAAAAIT TACTTCTCCT GTCAArTCTT ITCGCrS^? rv^nm^^^S " 
TCAAirmA ATCAAGAGCA CaSS SS^TC SSSS^ ^'^^^ 

3070 3080 ^nqn ^^^JS GCAAAIACTG GGGAGAGGGG . 

TCITITGGCa CJTATTACGAA GACCCrcam AGCTClW nrn-rvJiiS ^^^^ 
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Fig. 1, S. 4 

3130 3140 3150 ncn 

MOGmaOG MATCMaCT CFTCTCmr Jimnrrr^rn! ^^"^^ ^^^^ 

SS ^ SSS SS S!S 

TKcrcaTGA Gcccrcim: TnaGi^ atcqgtS 
Aaasoacr (msAfsaocE aamSS^ 



3800 3810 3820 

PCiftA cicocrrrCT tcaaacctaa 

«3AIT GAGQGAAACA AGnrccaiT 



GAAGCTQCrc GnaSAATCC AGADCrrnra Arv^^n*™ ^960 
CITOGACGAC CAaSttaS tSSSS ^^^^^"^ AITrGACCK: a?n!AITOGA 
^GAC CAAGOTAGG TCTOGG^ TO^^ 

TCTOGCXaAA GCSreGTCGOG AAGEGATCAA AAAGCAtfS? -iv^m^i? ^°20 
ACAGOGCTIT CCACCaa33C TTCAmCTT toSS^ AGCGTITOGC 
4030 - 4040 Tnsn ACSAAAATAT TQGCAAAGCG 
C3GCCCITCK: GCGTCTITCA TCGinS TTVYnn^ , ^080 

<-«S o.c«^ IIS ^ 

4150 4160 ""^^y? ^^I^ TGAGTAGTAC CAAGTACTAA 

TGTITGGCGr AGTCCTACTA TITCIGGCIT TrrprJniJS ^200 

'^C^M^:^. TC«=^ 
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Fig. 1, S. 5 

CIGAMSmi S^S? 

4510 4^0 '''''"^^Jg? GOGISWaAA GRAAGCCaTr 

TCCnTCaflT CTTOGTCITA CTOGnaTCr TEEfrraAnS annr^^JS^ ^"'^^ 

■""S ~=S ^ ^ SS= iESSS 

^EAAQGRiaAC TTCAAITC 3 ' 
ATTCCIATTG AACITAAG 5 ' 
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Uticir 



INITIATION/TEEMINKriQN REFERENCE *** 



Pig. 5 (S. 1) 



I INITIflnQN POSITION 



t TERMmanoN posinai 



10 



157 3U 433 

1483 1669 1729 

2428 2479 2620 

2971 2992 3046 

3388 3487 35U 

3664 3670 3673 

3859 3883 4135 



***** FRAME 

1060 1309 1435 

2059 2377 2383 

2719 2782 2839 

3133 3235 3292 

3520 3619 3661 

3697 3721 3748 



1 

19 
487 
667 
787 
1030 
1408 
2044 
2404 
3418 
4009 
4180 
4393 
4642 
4897 



***** 

25 
517 
676 
796 
1171 
1675 
2053 
2665 
3427 
4081 
4252 
4468 
4720 
4945 



139 
526 
721 
799 
1183 
1735 
2125 
2728 
3559 
4087 
4261 
4498 
4765 
4957 



151 


286 


481 


556 


601 


613 


742 


745 


778 


853 


883 


898 


1195 


1276 


1339 


1819 


1825 


2035 


2278 


2287 


2365 


2788 


3004 


3022 


3571 


3712 


3868 


4093 


4111 


4150 


4279 


4300 


4354 


4531 


4549 


4636 


4828 


4882 


4888 


4972 


4981 


4987 



'TOTAL: 39 

■f-. ■ 


'TOTAL: 


84 








131 539 593 




***** FRAME 2 ***** 










815 


1052 


1202 


{ 158 


266 


440 


443 


1058 


1259 


1205 3539 3833 
4097 4385 


3875 


3986 


4040 


1301 


1310 


1433 


1529 


1574 


1613 








1616 


1631 


1634 


1649 


1670 


1709 










1727 


1730 


1751 


1757 


1763 


1778 










1853 


1856 


1868 


1877 


1982 


2009 










2060 


2258 


2372 


2384 


2417 


2423 










2444 


2495 


2519 


2528 


2567 


2573 










2627 


2705 


2717 


2747 


2783 


2792 










2810 


2843 


2903 


2906 


2924 


2951 










2969 


2972 


2993 


3047 


3086 


3089 










3110 


3134 


3149 


3179 


3209 


3230 










3233 


3236 


3272 


3299 


3323 


3344 ■ 










3386 


3389 


3443 


3464 


3476 


3485 










3488 


3503 


3506 


3518 


3521 


3578 










3602 


3620 


3662 


3665 


3671 


3686 


1 






1 


3689 


3701 


3749 


3755 


3761 


3767 


1 

■1 






i 


3788 


3818 


3944 






'TOTAL: 14 
J 






1 


TOTAL : 


99 









15 



20 



25 



30 



35 



I 

I. 27 
i 741 
I 1237 
I 1845 
•I 2787 
i 3651 
I 4179 
I 4446 



282 
744 
1476 
1947 
2826 
3711 
4254 
4620 



TOTAL 



483 
774 
1599 
2292 
2997 
3714 
4263 
4722 

47. 



522 
'930 
1656 
2403 
3165 
3960 
4299 
4932 



****** FRAME 3 ***** 
555 693 I 75 168 
1194 1275 } 732 1053 
1770 1800 I 2097 2133 
2667 2727 | 3537 3540 
3285 3636 } 3987 4038 
4110 4128 I 4686 4992 
4305 4353 J 
4944 j 

• — I . 

' TOTAL: 



189 258 447 540 

1203 1206 1401 1*458 

'2193 2313 2331 2343 

3798 3894 3900 3984 

4275 4386 4455 4539 



32 
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*** 



MaLBOEAR WEIGHr *** 



Fig. 5 (S. 2) 



STRRT END MCmuLftR WEIGKT . NO. START END MOIECULAR WEIQir 



10 



15 



20 



25 



30 



157 
331 
433 
1060 
1309 
1435 
1483 
1669 
1729 
2059 
2377 
2383 
2428 
2479 
2620 
2719 
2782 
2839 
2971 
2992 
3046 
3133 
3235 
3292 
3388 
3487 
3511 
3520 
3619 
3661 
3664 
3670 
3673 
3697 
3721 
3748 
3859 
3883 
4135 



286 
481 
481 
1171 
1339 
1675 
1675 
1675 
1735 
2125 
2404 
2404 
2665 
2665 
2665 
2728 
2788 
3004 
3004 
3004 
3418 
3418 
3418 
3418 
3418 
3559 
3559 
3559 
3712 
3712 
3712 
3712 
3712 
3712 
3868 
3868 
3868 
4009 
4150 



***** Fjy^f^ 2 ***** 



35 



131 
539 
593 
815 
1052 
1202 
1205 
352} 
3833 
3875 



158 
1053 
1058 
1058 
1053 
1259 
1259 
ij75 
3944 
■3944 



4842.59 
5857.77 
1911.04 
4219.95 
1055.14 
8907.70 
6959.42 
262.36 
305.39 
2514.97 
1011.23 
750.93 
9020.45 
7032.09 
1563.81 
375.51 
305.39 
6213.38 
1408.75 
578.66 
13607.00 
10646.71 
6919.29 
4696.55 
1294.51 
2767.29 
1887.18 
1585.79 
3648.43 
1946.41 
1815.22 
1582.93 
1451.74 
547.68 
5519.15 
4490.94 
277.33 
4697.94 
535.70 •. 



1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 



3046 
3133 
2428 
1435 
2479 
1483 
3235 
2839 
331 
3721 
157 
3883 
3292 
3748 
1060 
3619 
3487 
2059 
3661 
433 
3511 
3664 
3520 
3670 
2620 
3673 
2971 
3388 
1309 
2377 
2383 
2992 
3697 
4135 
2719 
1729 
2782 
3859 
1669 



3418 
3418 
2665 
1675 
2665 
1675 
3418 
3004 
481 
3868 
286 
4009 
3418 
3868 
1171 
3712 
3559 
2125 
3712 
481 
3559 
3712 
3559 
3712 
2665 
3712 
3004 
3418 
1339 
2404 
.2404 
3004 
3712 
4150 
2728 
1735 
2788 
3868 
1675 



***** 

• .1002.19 
19095.03 
17110.92 
9231.94 



FRAME 2 ***** 



236, 



28 



2324.59 
2193.40 

4193.88 
2659.22 



1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
d 
9 
10 



539 
593 
815 
3833 
3875 
1202 
1205 
353'J 
131 



1058 
•1058 
1058 
3944 
3944 
1259 
1259 
3573 
158 



13607.00 
10646.71 
9020.45 
8907.70 
7032.09 
6959.42 
6919.29 
6213.38 
5857.77 
5519.15 
4842.59 
4697.94 
4696.55 
4490.94 
4219.95 
3648.43 
2767.29 
2514.97 
1946.41 
1911.04 
1887.18 
1815.22 
1585.79 
1582.93 
1563.81 
1451.74 
1408.75 
1294.51 
1055.14 
1011.23 
750.93 
578.66 
547.68 
535.70 
375.51 
305.39 
305.39 
277.33 
262.36 



1052 1058 



19095.03 
17110.92 
9231.94 
4193-88 
2659.22 
2324.59 
2193.40 
1532.73 
1002-19 
236-28 
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Fig. 5 (S. 3) 



10 



15 



20 



25 



30 



27 
282 
483 
522 
555 
693 
741 
744 
774 
930 
1194 
1275 
1287 
1476 
1599 
1656 
1770 
1800 
1845 
1947 
2292 
2403 
2667 
2727 
2787 
2826 
2997 
3165 
3285 
3636 
3651 
3711 
3714 
3960 
4110 
4128 
4179 
4254 
4263 
4299 
4305 
4353 
4446 
4620 
4722 
4932 
4944 



75 
447 
540 
540 
732 
732 
1053 
1053 
1053 
1053 
1203 
1401 
1401 
2097 
2097 
2097 
2097 
2097 
2097 
2097 
2313 
3537 
3537 
3537 
3537 
3537 
3537 
3537 
3537 
3798 
3798 
3798 
3798 
3984 
4275 
4275 
4275 
4275 
4275 
4386 
4386 
43S6 
4455 
4686 
4992 
4992 
4992 



***** 

1815.23 
5855.63 
2003.43 
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INITIATION/TERMINATION REFERENCE 



Fig. 6 (S. 1) 
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